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(57) Abstract 

Process for separating and fractionating proteins having a high molar mass from a liquid containing this type 5 of protein, 
comprising an ultrafiltration stage designed to produce a retentate enriched in said proteins and a 

rous membrane the cut-off level of which is at least 40,000 daltons and continued up to a concentration factor of at hut 4C ) foh 
£ \byl 1 selective fractionating stage for said retentate on a chromatographic support. Application: processing of whey m parti- 
cular. 

(57)Abrege 

L'invention concerne un precede de separation et de fractionnement des proteines de masse molaire elevee contenues darts 
un liquid • cS • d « type de proteines, qui comprend une etape d'ultrafiltration visant a produire un retentat ^ennch. en lesdttes 
nroS nes ef U SSSSfectuSe avec une membrane poreuse dont le seuil de coupure est d'au moms 40 000 da tons et poursut- 
*S5*£GZZ de concentration d'au moins 40, suivie d'une etape de fractionnement select* dud.t retentat sur un support 
chromatographique. Application notamment au traitement du lactoserum. 
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Procgde de separation de certaines prot§ines du lacto - 
serum ou flu lait 



L' invention concerne un proc§d& de preparation 
et de f ractionnement des protfeines de masse molaire £levee 
contenues dans un liquide charge de ce type de proteines. 

Le lactos&rum est un sous-produit de l'industrie 
f romag^re, autrefois rejetS, que 1 ' on cherche depuis quel- 
ques ann§es k valoriser en extrayant de celui-ci certaines 
matieres utiles. Typiquement , le lactosferum contient envi- 
ron 40-80g de matieres sdches par litre, ces matieres s£- 
ches 6tant rormees ae lactose, de matieres minerales, et 
de mati£res asot^es dont bb% en poids environ sont torm§es 
de protfeines. Ces proteines sont fornixes A ieur tour, en 
poids , d' environ 80% d ' albumines , 10% d ' immunoglobu lines 
et 10% de proteines diverses telles que la lactoferrine 
(2% environ) et la lactoperoxydase, et pr6sentent un grand 
int£r£t dans divers domaines (nutrition, preparation de 
laits maternis£s, etc...). On connatt d6jA divers proc6d6s 
visant & rGcuperer les prot&ines du lactos6rum ou autre 
dferiv£ du lait. 

Ainsi, FR-A-2 204 948 dGcrit un proc6d£ d'obtention 
de concentre de proteines solubles dans l'eau r par exemple 
en ultra-f iltrant du petit-lait, puis en le concentrant 
par passage sur un gel chromatography que. Ce procgde ant£- 
rieur est un proc§d£ global qui ne permet pas de separer 
les different?* types de proteines contrairement au procfcde 
de 1 ' invention. 

B.N. Mathur et coll. dans le Journal of Dairy 
Science vol. 62, N° 1, Janvier 1S79, pages 95-105 , 6voquent 
la possibility de fractionner les proteines d'un concentre 
de proteines par filtration sur gel, raais sans en divulguer 
vGri tablement les n\odalit£s techniques. Si, par ailleurs, 
cet article mentionne 1 ' ultrafiltration comme J ' une des 
techniques permettant de preparer le concentre de proli- 
nes, il ne sugg£re nullement, de conduire 1 ' ul traf i 1 tra- 
tion a un taux de concentration £lev£, 6gai ou sup£rieur & 
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4-0 et avec une membrane dont le seuil de coupure approche 
celui preconise par la presente invention. 

FR-A-2 103 265 decrit un procede de production 
d'un concentre de proteines a partir de petit-lait au 
5 moyen d'etapes d'ultrati It ration successives, eventuelle- 
ment suivies d'une etape de filtration sur gel. Ce procede 
est aussi un procede global qui ne vise pas a fractionner 
les differents types de proteines, contrairement au procede 
de 1' invention. 

10 FR-A-2 452 881 a trait a un procede de separation 

et de fractionnement de proteines animales ou vegetales 
par traitement de sources de telles proteines, telles 
que, par exemple, le lactoserum ou le lait, par des tech- 
niques de chromatographic d' exclusion et d'echange d'ions, 

15 la source de depart pouvant etre pretraitee par diverses 
techniques incluant, entre autres, 1' ultrafiltration. 
Le procede implique l'emploi de plusieurs types de resines 
a proprietes specif iques. Aucune fonction de fractionnement 
n'est impartie a 1' etape d' ultrafiltration qui sert uni- 

20 quement a concentrer la source de depart. 

FR-A-2 487 642, qui est une addition au precedent, 
vise un procede du genre de celui de FR-A-2 452 881 dans 
laquelle la matiere est soumise a une ultrafiltration 
sur membrane avant ou apres le passage sur les resines. 

25 Les facteurs de concentration mis en jeu sont de 1'ordre 
de 5 seuiement. Comme pour FR-A-2 452 881 1 ' ultrafiltration 
n'est pas employee pour separer les proteines de masse 
molaire elevee ( superieure a 50 000 daltons) des proteines 
de plus basse masse molaire, des peptides et des acides < 

30 amines. 

Aucun des documents anterieurs precites ne decrit 
done un procede permettant de separer selectivement les 
proteines de masse molaire elevee d'un liquide les conte- 
nant. 

35 11 e xiste done un besoin pour un proceae permettant. 

une telle separation selective. 

L' invention vise a fournir un tel procede. 
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Plus particuliSrement , 1' invention concerne un 
proc6de de separation et de f ractionnement des prolines 
de masse moiaire eievee contenues dans un liquide charge 
de ce type de proteines, qui comprend deux etapes : 

5 a) une etape d' ultrafiltration visant a produire 

un retentat enrichi en lesdites proteines et un perm6at 
contenant le reste dudit liquide, et 

b) une etape de f ractionnement select if du reten- 
tat obtenu en (a) sur un support chromatographique , 

10 procede caracterise en ce que : 

(i) ^ultrafiltration est effectu£e avec une membrane po- 
reuse ayant un seuil de coupure d'au moins 40000 daltons, 

(ii) le liquide charge de proteines k traiter par ultra- 
filtration presence un pH de 5 a 8,5 et une force ionique 

15 de 0,2 £ 1 moiaire, et 

(iii) l'ultraf iltration (a) est poursuivie jusqu'i obten- 
tion d'un facteur de concentration d ' au moins 40. 

De preference, 1 ' ultraf iltration est poursuivie 
jusqu'^L obtention d'un facteur de concentration d'au moins 
20 100. 

L' invention est particuiierement adapt£e au cas 
od le liquide charge de proteines est du lactoserum deca- 
seine, preconcentre ou non, demineralise ou non, mais 
peut egalement etre appliquee ci d'autres liquides charges 
25 de proteines de masse moiaire eievee, par exemple du iait 
demicelie et decaseine, preconcentre ou non, demineralise 
ou non, ou du lactoserum deiipide reconstitue par solubi- 
lisation k partir d'un lactoserum k 1 ' etat solide par 
des procedes classiques. On pourrait egalement traiter 
30 des substances d'origine veg6tale (jus de fruits par 
exemple) ou animale (colostrum par exemple), telles 
qu'obtenues ou apr£s un pretraitement de celles-ci. 

Les proteines contenues dans le lactoserum ou 
autre produit laitier, se dif f erencient par leur masse 
35 moiaire. On distingue ainsi : 
- la fraction des albumines 

lactalbumine 14000 daltons* environ 

^3> " lactoglobuline 18000 daltons environ 
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- la fraction des immunocrlobulines 180000 da?. tons environ 

- la fraction de la lactof errine et de la 

lac toper oxydase 80000 daltons environ, 

* Le dalton est 1 'unite utilis§e pour definir la masse 
5 molaire d'une molecule. 1 dalton est §gal k. 1/16 de la 
masse d'un atome d'oxygene. 

L'6tape (a) d' ultrafiltration du procfedfe de 
1' invention a pour but de s6parer du mieux possible le 
lactose et les albumines des fractions immunoglobulines 
10 et lactof errine + lactoperoxydase. La separation n'est 
toutefois pas eff icace & 100% car une fraction des proli- 
nes de masse molaire €lev£e traverse la membrane et une 
fraction des prolines de masse molaire peu £lev£e est 
quand m&me retenue par la membrane. Le taux de retention 
15 d'une prot§ine d£finit sa propension k §tre retenue par 
une membrane donn6e dans des conditions donn£es. Ce taux 
n'est jamais, en pratique, 6gai i. 100%. 

A cette fin r 1' ultrafiltration (a) est effectu£e 
avec une membrane semi-perm6able ayant un seuil de coupure 
20 d'au moins 40000 daltons r c 'est-i-dire retenant pr£f6ren- 
tiellement les molecules de masse molaire sup§rieure k 
40000 daltons. 

Avantageusement , la membrane utilis£e aura un 
seuil de coupure entre 40000 et 80000 daltons environ. 
25 La membrane utilis£e peut etre de nature organique ou 
min§rale. Avantageusement, r 1 'ultrafiltration (a) est con- 
duite en au moins deux stades. Un premier stade est ef fac- 
tum avec une premiere membrane jusqu'2. un taux de concen- 
tration de 5 a 10 par exemple, et un deuxiSme stade est 
30 op6rfe sur le r§tentat obtenu dans le premier stade avec 
une deuxifeme membrane jusqu'i obtention du taux de con- 
centration final d£sir£. Les premiere et deuxigme membra- 
nes peuvent fetre de nature identique ou diff6rente. 
Diver ses membranes pouvant etre employees pour rfealiser 
35 i' ultrafiltration (a) sont disponibles dans le commerce. 
On peut citer, a titre d'exemples non limitatifs, les 
membranes organiques commercialisms sous les marques 
AMIC0N (Groupe GRACE) et PLEIADE (Groupe RHONE-POULENC ) ou 
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les membranes min&rales commercialisfees sous la marque 
CARBOSEP par la Soci£t6 TECH-SEP (Groupe RHONE - POULEHC ) . 

Le liquide, tel que le lactos£rum, soumis & 
1 ' ultrafiltration (a) doit presenter un pH compris dans 

5 la gamme de 5 a 8,5 environ, de preference de 7 i 8,5, et 
une force ionique comprise entre 0,2 et 1 molaire environ* 
La force ionique requise peut fetre obtenue en ajoutant un 
sel convenablement choisi, tel que le chlorure de sodium, 
au liquide k traiter. Pour eviter une saveur trop sal£e, 

10 on reglera de preference la force ionique entre 0 r 2 et 0,5 
molaire. Ces conditions se sont r6v616es necessaires pour 
eviter un phSnomene de polarisation important pouvant mo- 
difier le seuil de coupure de la membrane. 

L 'ultrafiltration (a) produit un permeat (forme 

15 principalement d'eau, de lactose et des albumines) et 
un retentat (forme principalement d'eau, des immunoglobuli- 
nes, de la lactoferrine et de la lactoperoxydase) . 
L' ultrafiltration (a) doit etre conduite dans des condi- 
tions amenant un facteur de concentration final (rapport 

20 de liquide initial/volume de retentat) d'au moins 40 et 
pouvant atteindre 100 et plus. La seule limite impos£e au 
facteur de concentration est que la concentration de. pro- 
tfeines dissoutes dans le retentat ne devienne pas si 6ie- 
v£e qu'elle provoque la geiification du retentat. 

25 Habituellement , la concentration limite des proteines est 
de l'ordre de 200-250 g/litre. Un facteur de concentration 
de 40 et plus represente un facteur de concentration iriha- 
bituel. Habituellement, dans les proc£d6s anterieurs met- 
tant en jeu une ultrafiltration, on utilise des facteur s 

30 de concentration inferieurs k 10, typiquement de 5 ou 
6. Le facteur de concentration eiev6 utilise dans le pre- 
sent procede off re plusieurs avantages : 

- il permet d'obtenir un retentat, concentre en immunoglo- 
bulines, lactoferrine et lactoperoxydase , ce qui permet 

35 d'utiliser une installation de chromatographic compacte, 
done economique, pour effectuer ensuite l'etape (b) , 

- il permet d'obtenir un enrichissement relatif important 
du retentat en les prolines ayant les taux de retention 
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10 



par la membrane les plus eieves. 

L'etape de f ractionnement seiectif sur gel chroma- 
tography que du rfetentat provenant de 1' ultrafiltration (a) 
peut etre conduite en faisant passer le retentat sur une 
colonne garnie d f un support chromatographique approprie & 
l'aide d'un agent d'61ution. Ce f ractionnement est base 
sur les capacites differentes des molecules des diverses 
proteines contenues dans le retentat a penetrer dans les 
pores du support stationnaire . Les tr£s grosses molecules 
ne penfetrent pas dans le support et traversent done plus 
rapidement le support chromatographique. Les plus petites 
molecules penetrent par contre dans le support chromato- 
graphique et sont eiuees plus lentement. 

Pour la separation, d'une part, de la fraction 
15 immunoglobulines et, d'autre part, de la fraction lacto- 
ferrine + lactoperoxydase , on peut utiliser un support 
chromatographique (souvent appeie gel chromatographique) 
se presentant sous la forme de billes et dont le domaine 
de f onctionnement correspond au mo ins a. la gamme de masses 
molaires des proteines £ sfcparer, par exemple de 5000 
2l 250000 daltons. Dn tel support sfepaxera le retentat 
en ses constituants , suivant leur masse molaire, en deux 
fractions ou plus. Le support utilise sera prealablement 
fequilibre par un tampon de force ionique filevfee af in de 
25 limiter les associations proteines-proteines , notamment 
pour eviter la polymerisation eventuelle des beta-lacto- 
globulines residuelles. 

Divers supports chromatographiques utilisables 
sont disponibles dans le commerce. A titre d'exemples nom 
limitatifs on peut citer, par exemple, le SEPHADEX G 150 
(dextrane reticule) et le SEPHACRYL S200 (dextrane allyli- 
que reticule par du N ,N ' -methylene bis-acrylamide) . 

Comme agents d'eiution r on peut utiliser, par 
exemple, du TRIS ( tris(hydroxymethyl)amino methane), du 
35 tampon phosphate (melange de phosphates mono- et di-sodi- 
ques), etc... D'autres supports chromatographiques et 
d'autres agents dilution utilisables seront evidents pour 
l'homme du metier. L'agent d'eiution doit avoir un pH du 



20 
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meme ordre que celui du liquide & traiter. 

A titre indicatif, on peut traiter a chaque cycle 
de f ractionnement chromatographique un volume d'echantil- 
lon allant de 5 oi 15% environ du volume du support chroma- 
5 tographique contenu dans la colonne et des debits dilution 
allant de 0 f 5 i 1 fois environ le volume dudit support 
par heure. Ces conditions n'ont toutefois rien de critique 
et il est parfaitement k la portee de l'homme du metier 
de determiner des conditions appropri6es. 

♦ 

10 La technique chromatographique exposee ci-dessus 

est egalement communement appeiee filtration sur gel. 
II y a lieu de noter, cependant, que 1' invention n'est 
pas limitee k l'emploi de cette technique particulidre * 
On pourrait, par exemple, avoir recours & une technique 
15 chromatographique utilisant des resines echangeuses 
d'ions, a une technique de chromatographic liquide 
haute pression, etc... 

La description qui va suivre, faite en se referant 
au dessin annexe, fera bien comprendre 1' invention. 
20 Sur le dessin : 

La figure 1 est une representation schematique 
d'une installation d ' ultraf iltration ; 

La figure 2 est un representation schematique 
d'une installation de f ractionnement sur support chroma- 
25 tographique ; et 

La figure 3 represente un diagramme d'eiution ty- 

pique . 

Sur la figure 1, du lactoserum d6cas6in£ est sto- 
cke dans un reservoir 1 muni ct sa partie inferieure d'un 

30 filtre 2 en verre fritte, retenant les particules solides 
6ventuellement presentes dans le lactoserum, et alimente 
une pompe peristal tique 3 de circulation qui envoie le 
lactoserum dans un module 4 d 'ultraf iltration comprenant 
une membrane 5, logee dans un carter 6. Le permeat qui 

35 traverse la membrane se retrouve dans le carter et est 
envoye dans le reservoir 7 de permeat. Le retentat qui 
est retenu par la membrane s'appauvrit progressivement en 
les constituants du permeat ( pr incipalement le lactose et 



WO 89/10064 



- 8 - 



PCI7FR88/00192 



les albumines) et est renvoy§ dans le reservoir 1 d'ou il 
peut fetre recycle au module 4 autant de fois que ntcessai- 
re- Des manometres 8 et 9 et un d§bitm§tre 10 permettent 
de connaltre les caract6ristiques de 1 ' 6coulement du r£- 
5 tentat. On arrgte 1 # operation lorsque le facteur de con- 
centration intermSdiaire d£sir6 est atteint ( typiquement 5 
k 10). 

A 1 'aide de 1 ' installation de la figure 1, on 
a trait§ un lactos€rum fourni par un fabricant de f romage 
10 dont les caractferistiques £taient approximativement les 
suivantes : 

- azote total : 1,21 g/1 

- azote soluble 1,18 g/1 

- PH 7,5 

15 Ce lactos&rum contenait environ 7,5 g/1 de protti- 

nes solubles dont : 

- albumines : 6 g/1 

- fractions immunoglobulines 0,8 g/1 

- fraction lactoferrine + 

20 lactoperoxydase 0,12 g/1 

Dans un premier stade d' ultrafiltration, on a uti- 
lise, comme membrane 5, une membrane poreuse minferale 
CARB0SEP, type Ml (seuii de coupure 60-80000 daltons) 
et on a poursuivi ce stade jusqu'i obtention d'un fac- 

25 teur de concentration de 5,56. Le dfebit du perm§at fetait 
stable et se maintenait 3l 85 litres /heure/m 2 de surface de 
membrane. 

Plus de 90% de la lactoferrine prgsente dans le 
lactosSrum de depart se retrouvent dans le rfetentat obtenu. 

30 Dans une deuxi§me fetape d' ultrafiltration, on 

a utilise comme membrane 5, un faisceau de fines fibres 
poreuses parallfcles AMICON, type HIP 100-20 (seuil de 
. coupure de 50000 ) constitutes d'un polym^re cellulosique 
de structure anisotrope et on a traits le r§tentat obtenu 

35 dans le premier stade jusqu'3. obtention d'un facteur de 
concentration volumique de 22, soit un facteur de con- 
centration global de 22 x 5,56 = 121. Les teneurs en lac- 
toferrine et en prottines solubles du lactostrum de depart, 
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du r 



Stentat int.rrtdi.ir. et d U retentat final sont lea 



Xactoserum retentat retentat 
tiaj j n *-g*-m6diaire final ■ 



mi 



5 Facteur de 5,56 121 

concentration 

Lactoferrine*, g/1 0,11 ^,56 7,5^ 

* — — — — — — 

10 Prolines solubles ^ 21>g 2 30 

lartoferrine indiquees ont ete 
*Les teneurs en lacioieriiu -i 

aeterminees par immunodiffusion radiale. La precision 
, s estim*e est de rordre de ± 15*. Les teneurs e >J<°**™[ 
socles ont ete deduites du dosage de r azote par la 

thode de Kjeldahl. cons tate une 

Comme dans le premier stade, on a CO 
stabilite du debit du permit a 85 l,n,m 2 . II est a noter 
20 cue s stades d'ultraf titration sont effectues de prefe- 
20 : o sur une plage de temperature de 30 a ,CC pour mai , 

• ^ a une viscosite appropriee. Sx 

*-pm-r le liquide traite a une vj. 

a," ire un lebangeur de cbaleur peut etre prevu avant 
r entrie du module d'ultraf titration pour maintemr la 
r e » n ^ature a une valeur appropriee. 
25 ""' Tr la figure 2. on a represent* une installation 
de fractionnement chromatographic du retentat final 
produit par rultraf titration. Cette installation comprend 
Reservoir 11 du retentat a traiter et un reservoir 
un restivui. + . v .~- 5et voles 13. Une pompe 

30 12 d'eluant relies a une vanne a troas voies P J 

<- «<*-iimenter a volonte une colonne 
p4 ristalt iq ue U Permet c a te ^ ^ 

chromatographxcue 15 en retenta ^ 
reglage de la vanne 13. La coxuu 

su 9 ppo It ou gel cdromatographigue IS. K la sortie de la 
35 cotonne 15. un d.tecteur optioue „ op ra . » Jj-no 

: correspondent . Cbaoun 

diriger select iveroent les 

aes pics separts par chromatographie ainsi que le reste 
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d'eluant vers des cuves 22, 23, 24 et 25 respectivement. Le 
detecteur 17 est associe a un enregistreur 26. La colonne 
15 avait un diametre intexieur de 16 mm et etait equipee 
de deux adaptateurs 27 permettant de regler la hauteur 

5 du support ou gel chroma tographique . Cette hauteur a ete 
reglee a 60 cir. La colonne §tait garnie d*un gel chroma- 
tographique SEPHADEX G 150 capable de separer des molecules 
de masse mblalre comprises entre 5000 et 300000 daltons. 
L'eluant utilise est un tampon TRIS( tris-hydroxym§thyl/a- 

10 mino-methane ) 0 r l M, 1 M NaCl, pH 8 presentant une force 
ionique elevee limitant les agglomerations proteines-pro- 
teines, Le gel chromatographique etait pr§alablement equi- 
libre dans un tampon de force ionique eleve et de pH du 
meme ordre que celui de l'eluant. 

15 On a injecte dans la colonne un volume de retentat 

a traiter correspondant a 10% du volume de la colonne, 
soit environ 12 ml. Le debit d'eiution a ete regie, au 
cours de trois essais, a 30, 40 et 60 cm/heure (60, 80 et 
120 ml d'eluant/heure) ce qui correspondait a un cycle 

20 total de 120, 90 et 60 mn, respectivement. Dans tous les 
cas, on a obtenu la separation de trois fractions, a sa- 
voir une fraction albumines residuelles, une fraction lac- 
toferrine + lac toper oxydase et une fraction immunoglobuli- 
nes. 

25 La figure 3 reprSsente un diagramme d'eiution 

typique montrant la separation des pics des diverses frac- 
tions. 
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REVENDI CATIONS 

1. Un procede de separation et de f ractionneinent 
des proteines de masse molaire §lev6e contenues dans un 
liquide charge de ce type de proteines, qui comprend deux 
stapes : 

a) une etape d 'ultrafiltration visant & produire 
un retentat enrichi en lesdites proteines et un perm§at 
contenant ie reste dudit liquide , et 

b) une etape de f ractionneinent seiectif du reten- 
tat obtenu en (a) sur un support chromatographique , 

procede caracterise en ce que : 

(i) l'ultraf iltration est effectuee avec une membrane 
poreuse ayant un seuil de coupure d'au moins 40000 daltons, 

(ii) le liquide charge de proteines k traiter par ultra- 
filtration pr^sente un pH de 5 4 8,5 et une force ionique 
de 0,2 k 1 molaire, et 

(iii) 1 ' ultrafiltration (a) est poursuivie jusqu'& obten- 
tion d'un facteur de concentration d'au moins 40. 

2. Un procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que 1 ' ultrafiltration est poursuivie jusqu'i obten- 
tion d'un facteur de concentration d'au moins 100. 

3. Un procede selon la revendication 1 ou 2 f ca- 
racterise en ce que le liquide charge de proteines a un pH 
de 7 k 8,5. 

4. Un procede selon la revendication 1, 2 ou 3, ca- 
racterise en ce que le liquide charge de proteines est 
du lactoserum. 

5. Un procede selon la revendication 4, caracterise 
en ce que le lactoserum est prfealablement concentre. 

6. Un procede selon la revendication 4 ou 5, ca- 
racterise en ce que le lactoserum est pr6alablement d6ca- 
seine. 

7. Un procede selon la revendication 3 , 4 , 5 ou 6, 
caracterise en ce que le lactoserum n'est pas demineralise . 

8. Un procede selon la revendication 1, 2 ou 3, ca- 
racterise en ce que le liquide charge de proteines est 
un lactoserum deiipide reconstitue par solubilisation, 
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^ partir d'un lactoserum mis a l'etat solide par des pro- 
cedes classiques. 

9. Un procede selon 1'une quelconque des revendi- 
cations 1 5. 8, caracterise en ce que l'etape d'ultrafil- 
tration est conduite en au moins deux stades. 
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